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摘要 : 肌 球 和 蛋白 轻 链 在 生物 的 运动 过 程 中 具有 重要 作用 , 本 研究 利用 RT-PCR 和 RACE 技术 获得 了 桔 小 实 晶 
Bactrocera dorsalis ( Hendel) 肌 球 蛋白 轻 链 2 (myosin light chain 2, MLC2) 的 cDNA 全 长 序列 , 命名 为 BdorMLC2。 测 序 
结果 表明 ,BdorMLC2 开放 阅读 框 全 长 669 bp, 编码 222 FAERIE. ERI SMART 分 析 显 示 ，BdorMLC2 具有 
2 个 Ca “结合 基 序 (EFh) 结 构 域 , 可 以 结合 Cat, 属于 肌 钙 蛋白 C 超 家 族 成 员 。 氨 基 酸 序列 比 对 表明 ,BdorMLC2 与 
其 他 昆虫 的 肌 球 蛋白 具有 较 高 的 序列 一 致 性 , 其 中 与 黑 腹 采 蝇 Drosophila melanogaster MLC2 的 序列 一 致 性 高 达 
93.2% 。BdorMLC2 在 不 同 组 织 和 时 期 的 灾 光 定量 PCR 分 析 表 明 ，BdorMLC2 在 村 小 实 蝇 雄 虫 胸 部 的 含量 最 高 , 在 前 
足 、 中 是 \ 后 足 和 对 中 也 有 和 较 高 的 表达 ; BdorMLC2 几乎 在 桔 小 实 蝇 发 育 的 各 个 时 期 都 有 表达 , 刚 羽 化 成 虫 的 表达 量 
显著 高 于 其 他 发 育 阶 段 。 结 果 提 示 ,，BdorMLC2 可 能 与 柯 小 实 蝇 的 肌肉 收缩 运动 密切 相关 。 本 研究 为 深入 研究 桔 小 
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Abstract: Myosin light chain 2 ( MLC2) plays an important role in biological motility. Myosin light chain 2 
gene was cloned from Bactrocera dorsalis and named as BdorMLC2. The open reading frame of BdorMLC2 1s 
669 bp in length encoding 222 amino acid residues. On-line SMART analysis revealed that BdorMLC2 has 


^*, and belongs to one of the members of the troponin C 


two EFh functional domains that can bind Ca 
superfamily. Homology analysis of amino acid sequence showed that BdorMLC2 has very high similarity with 
MLC from other insects and shares 93. 226 identity with the MLC sequence from Drosophila melanogaster. 
Tissue expression analysis revealed that BdorMLC2 transcript was observed clearly in thorax of male B. 
dorsalis, and highly expressed in head ( antennae removed) , foreleg, middle legs, hind legs and wings. 
The temporal expression pattern further indicated that BdorMLC2 was expressed in different developmental 
stage. The highest expression level was found in newly-emerged adult compared to other developmental 
stages. The results suggest that BdorMLC2 might be closely related to muscle contraction of B. dorsalis. 
This study provides a basis for further researching the function of BdorMLC2. 
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昆虫 具有 非常 发 达 的 飞行 肌 , 是 唯一 有 翅 且 能 
在 空中 飞行 的 无 峭 椎 动物 。 飞 翔 能 力 在 昆虫 疯 食 、 
求偶 、 避 敌 、 扩 散 等 生命 活动 中 发 挥 着 重要 作用 ( 王 
琛 柱 , 2001 ) MERE HENA ERAT, 
ESS Y el P CAS X HS TH RR A $8] EL I8] 7] 
泡 运输 及 信和 号 传导 等 多 种 细胞 活动 , 是 生物 体内 的 
一 种 多 功能 蛋白 ( 华 卫 建 等 , 2008) 。 昆 虫 的 肌 球 和 蛋 
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HSR ESHA, 是 一 个 由 2 条 肌 
PRE H 8E ( myosin heavy chain, MHC) 和 4 条 肌 球 
4E EAE 8E ( myosin heavy chain, MLC) 聚合 而 成 的 六 
聚 体 。 从 功能 上 ，MLC 又 分 为 必要 轻 链 (myosin 
essential light chain, ELC, MLC-1 ) 和 调节 轻 链 
(myosin regulatory light chain, RLC, MLC-2) 两 种 
( Moore et al., 2000; 许 西 奎 等 , 2009 ) 。MLC-2 £28 
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Ar 3 MUSKAR EARS SSERD CREDE, 是 一 种 具有 ATP 酶 活 
VERUS EL, TEWLERTE FB T PETRI TS Je E ry. €f JUS 
缩 运动 中 起 到 ^ 4) 3-2 35" BJ TERI ( Warmke et al., 
19902) 。 研 究 表明 ， 果 晶 MLC2 基因 的 缺失 突变 体 
会 表现 出 振 翅 频率 显著 降低 ， 飞 行 能 力 完全 丧 失 的 
特征 ; 对 缺失 突变 体 进行 转基因 营救 后 ,， 则 振 计 频 
率 、 飞 行 能 力 均 与 野生 型 无 显著 差异 ( Warmke et 
al., 1992 ) , 可见 MLC2 对 调解 采 晶 飞行 肌 收 缩 运 
动 有 重要 作用 (Toffenetti et al., 1987) ， 该 蛋白 关键 
for a AER BATA Ro D REESE LS s] DER 
HJ KENBE 7J (Dickinson et al., 1997), 

桔 小 实 量 Bactrocera dorsalis ( Hendel), JÆ XLA 
H ( Diptera) KWP} ( Tetriphitedae) 。 该 虫 寄主 范围 
广 , 可 危害 40 多 科 250 多 种 水 果 和 蔬菜 , 是 一 种 重 
要 的 检疫 性 害虫 (Alyokhin et al., 2001; YE SESS, 
2006; Nakahara et al., 2008), H RITEM X IR HS BY 
治 主要 是 使 用 化 学 农药 , 其 防治 效果 较 差 且 具 有 严 
重 的 抗 药 性 风险 。 某 些 地 区 桔 小 实 晶 野外 种 群 已 对 
有 机 砍 杀 虫 剂 . 拟 除 虫 葡 酯 和 阿 维 画 素 等 农药 产生 
了 严重 的 抗 药 性 (Hsu and feng, 2000; 章 玉 平等 ， 
2007) 。 因 此 , 对 桔 小 实 晶 的 行为 调控 已 经 成 为 害 
虫 综合 治理 (IPM) 中 的 一 种 重要 手段 。 昆 虫 的 飞行 
是 昆虫 在 长 期 适应 多 变 的 环境 过 程 中 进化 形成 的 一 
种 行为 对 策 , 也 是 昆虫 种 类 和 数量 繁多 及 和 骏 发 成 灾 
的 主要 原因 ( 江 壮 福 和 罗 礼 智 , 2008 ) 。 桔 小 实 晶 具 
有 极 强 的 飞行 能 力 , 梁 帆 等 (2001) 利 用 室内 飞行 
系统 测试 发 现 顶 小 实 蝇 最 远 可 飞行 46.54 km, ix 
明 村 小 实 蝇 具 有 和 较 强 的 自然 扩散 能 力 。 因 此 , 对 桂 
小 实 晶 飞 行 行为 的 控制 将 是 降低 害虫 种 群 数量 的 又 
一 有 效 途 径 。 本 研究 采用 RT-PCR 结合 RACE 技 
AR. 克隆 得 到 桔 小 实 蝇 MLC-2, 并 通过 实时 艾 光 十 
量 技 术 对 MLC-2 基因 在 棒 小 实 蝇 整 个 发 育 过 程 及 
交配 期 成 虫 不 同 组 织 中 的 相对 表达 量 进 行 了 分 析 ， 
VLBRUR AJEEPT TU /] NS ES ULERTR Het 2 在 昆虫 飞行 
过 程 中 的 重要 作用 , 并 最 终 为 害虫 综合 防治 提供 新 
思路 和 新 途径 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 与 主要 试剂 

本 研究 采用 人 工 饲 料 室内 群体 饲养 桔 小 实 晶 ， 
根据 实验 需要 收集 不 同 发 育 时 期 和 不 同 组 织 部 位 的 
桂 小 实 蝇 材 料 。 待 村 小 实 晶 饲养 到 性 成 熟 期 , 分 别 
收集 其 触角 、 头 (去 除 触 角 )、 胸 、 翅 、 前 足 、 中 是 、 后 


足 \、 腹 和 生殖 节 等 9 个 不 同 组 织 ; 同时 收集 村 小 实 
晶 的 卵 , 1, 2 和 3 龄 幼虫 , 第 1, 4, 7 和 10 XP A 
以 及 羽化 后 5 min 内 的 雌雄 成 虫 。 样 品 迅 速 放 和 人 液 
氮 冷 冻 后 保存 于 -70% 冰箱 备用 。 

RNA 提取 试剂 盒 购 于 Omega 公司 , 3'-RACE 
4l 5'-RACE 试剂 盒 购 于 Invitrogen 公司 ，pMD20-T 
克隆 载体 、 反 转录 系统 、ExTaq DNA 聚合 酶 及 SYBR 
Premix Ex Taq KIANI Y F TaKaRa 公司, 核酸 
PRAE PIAR UJ F Tiangen 公司 。 
1.2 hka RNA 的 提取 和 上 反 转 录 

按照 RNA 抽 提 试剂 盒 ( Omega 公司 ) 使 用 说 明 
提取 桔 小 实 蝇 不 同 发 育 时 期 \ 不同 组 织 部 位 的 总 
RNA. ZPE BR SEE E Yk FI P T2626 BE TT sr di 
后 , 按照 反 转 录 系 统 说 明 书 以 0ligo-dT( 引物 序列 
如 表 1) 为 引物 进行 反 转录 获得 第 一 链 cDNA, 以 此 
作为 PCR PIKICE E PCR 模板 。 
1.3 引物 设计 与 合成 

根据 GenBank X* c H9 E R MLER E H B3 24 2E 
保守 序列 , 设计 1 S T8] 21 5| 29 ( BMFI 和 BMRI ) 进 
ÍT PCR 2358, HIT yf NSCHRBS MLC cDNA 三 段 。 
根据 PCR 测序 结果 设计 了 5'RACE(BdMSI 和 BdM52; 
GeneRacer 5' Primer 和 GeneRacer 5' NestedPrimer ) 和 
3'-RACE( BdM31, BdM32 和 Oligo-dT) 反 应 引物 ,分 别 
用 于 该 基因 的 5' 端 和 3' 端 扩 增 。 再 根据 序列 拼接 结 采 
设计 了 1 对 特异 性 引物 (FL 和 RL) 用 于 扩 增 村 小 实 蝇 
MLC 基因 的 全 长 阅读 框 , 引物 在 广州 英 验 生物 技术 有 
限 公司 合成 , 引物 序列 如 表 1。 

R1 本 研究 中 所 用 的 引物 


Table 1 Primers used in this study 


引物 Primer 引物 序列 Primer sequence (5' -3/) 

Oligo-dT GGCCGGCCTTTTTTTTTTTT 

BMFI TTCWSNCARAARCAGATYGCC 

BMRI RATAARNGCNGCGGTRTCGAT 
BdMS51 GCAGATCGTICTIGCCAATGATG 
BdM52 CATCCTTGTCGGCATCCATTAG 
BdM31 GATGCTCACCGGCAAGGGTGAG 
BdM32 GGAAGCCGCCGCATA AACAGC 


GeneRacer 5' Primer CGACTGGAGCACGAGGACACTGA 
GeneRacer 5' NestedPrimer GGACACTGACATGGACTGAAGGAGA 


Fi ATGGCCGATGAGAAGAAGAAGGTTAAG 
R1 TTATGCGGCGGCTTCCTCCTCCTCATC 
BdMQF GTAAAGCCTGGGGTGCCTAATG 
BdMQR AGTGTCTAGTCCTATGCGTCTT 
BactF CGTTITCCGTTGCCCAGAATTCC 
BactR TCAGCAATACCTGGGTACATG 
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1.4 PCR 扩 增 与 RACE 反应 

以 合成 的 cDNA 为 模板 , 加 入 10 x ExTaq DNA 
聚合 酶 反应 缓冲 液 5 pL ( 含 Mg +), 正 向 和 反 向 引 
物 各 1 pL (10 mol/L), 2.5 mmol/L dNTP4 pL, Ex 
Taq DNA 聚合 酶 0.25 uL (5 U/L) ,加 水 至 50 
uL, 混 匀 , 离心 , 放 入 PCR 仪 扩 增 。 

PCR 反应 程序 为 : 94% 变性 3 min; 接着 进行 
35 个 循环 , 循环 条 件 为 94%C 30 s, 66% 45 s, 72C 
1 min。 和 循环 完毕 后 , 72% 保温 10 min, 

RACE 反应 参照 试剂 盒 说 明 书 。 扩 增产 物 用 
1.0% 琢 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 ， 回 收 目的 片段 。 
1.5 PCR 和 RACE 产物 克隆 .鉴定 及 序列 测定 

RACE 产物 经 电泳 回收 纯化 后 , 将 回收 产物 连 
接 至 pMD20-T 克隆 载体 后 转化 到 感受 态 大 肠 杆 瑚 
DH5a 中 , 经 蓝 日 斑 和 氨 语 沛 选 , 重组 质粒 经 扩大 
培养 ,提取 质粒 DNA 用 于 检测 。 测 序 工作 由 广州 
身 骏 生物 技术 有 限 公 司 完成 。 
1.6 序列 分 析 与 分 子 进化 树 构 建 

利用 Blast 在 NCBI 网 站 进行 序列 相似 性 比 对 
分 析 ; 采用 Clustal W 多 重 序 列 比 较 程 序 进行 序列 
的 保守 性 分 析 ; 蛋白 序列 中 EF-hand 区 域 及 Ca * £5 
合 位 点 的 预测 采用 SMART 软件 ; 并 利用 MEGA4.1 
软件 中 的 Neighbor-Joining 方法 构建 系统 进化 树 ， 系 
统 发 生 树 进行 1 000 次 重复 构建 (Tamura et al., 
2007) 。 
1.7 ”荧光 定量 PCR 
1.7.1 定量 引物 设计 : 在 村 小 实 蝇 MLC 基因 阅读 
框 区 设计 多 对 特异 引物 用 于 定量 PCR 反应 , 根据 
Livak 和 Schmittgen (2001) 报道 的 方法 , 本 人 研究 对 
设计 的 特异 性 灾 光 定量 引物 进行 了 箭 选 ,获得 符合 
要 求 的 特异 性 引物 BaMQF 和 BdMQR( 具 有 扩 增 特 
异性 和 与 参照 基因 的 扩 增 效率 一 致 性 ) 用 于 后 续 的 
实时 奕 光 定 量 PCR 反应 。 同 时 本 研究 以 Actin 基因 
作为 内 参 基因 (引物 为 BactF 和 BactR) ,荧光 定量 
所 用 引物 序列 如 表 1。 
1.7.2. 交 光 定量 PCR 反应 条 件 : KIGE PCR 采 
用 25 uL 体系, 各 反应 成 分 的 含量 为 12.5 pL SYBR 
TREE, 10 Wmol/L 的 上 下游 引物 各 0.5 uL, cDNA 
模板 1 uL, KARZE 10.5 uL, 1&5], 离心 , 放 入 
PCR 仪 扩 增 。PCR 反应 条 件 为 : 94C 预 变 性 30 s, 接 
着 进行 40 个 循环 , 每 个 循环 采用 两 步 法 : 95Y 5 s, 
65C 30 s。 反 应 中 设置 以 水 为 阴性 对 照 , 每 个 样本 
取样 3 KERER. (EIX iA Bio-Rad 公司 的 
iQ5。 反 应 结束 后 收集 Ct 值 , 采用 2 ^^ 7 ( Livak 


and Schmittgen , 2001 ) 进行 数据 分 析 。 
2 结果 与 分 析 


2.1 桔 小 实 蝇 肌 球 蛋 白 轻 链 2 基因 的 克隆 .序列 测 
定 及 蛋白 结构 域 分 析 

以 桂 小 实 昌 的 触角 cDNA 为 模板 ， 以 一 对 简 并 
引物 BMF1 和 BMRI1 进行 扩 增 后 得 到 大 小 约 400 bp 
的 特异 条 带 ， 对 扩 增 条 带 回 收 测序 后 进行 Blast 分 
析 比 对 , 结果 表明 该 序列 与 来 自 其 他 昆虫 的 肌 球 和 蛋 
日 轻 链 2 基因 的 相似 性 最 高 ,推测 所 获得 的 片段 是 
桔 小 实 晶 MLC2 基因 cDNA 片段 的 一 部 分 。 根 据 所 
得 的 cDNA 部 分 片段 设计 两 对 特异 引物 (BdM51 和 
BdM52; BdM31 和 BdM32 ) 分 别 进行 基因 5' 端 和 3 
端 序列 的 扩 增 , 测序 拼接 后 得 到 桔 小 实 蝇 MLC-2 基 
因 的 cDNA 全 长 序列 。 为 验证 以 上 PCR, 3'-RACE 
fil 5'-RACE 片段 是 来 源 于 同一 个 基因 , 本 研究 设计 
了 1 对 特异 性 引物 (Fl 和 RI), RI oh Sc dà 
MLC-2 基因 编码 区 的 扩 增 , 其 测序 结果 与 拼接 序列 
M, 编码 区 大 小 为 669 bp, 编码 222 TAER, 
命名 为 BdorMLC2 。 

利用 SMART 在 线 软 件 预测 发 现 BdorMLC2 £& 
日 含有 2 个 EF-hand 结构 域 , 长 度 都 为 29 个 氨基 
We. 其 中 第 1 个 EF-hand 区 域 分 布 于 第 78 ~ 106 位 
氨基 酸 ; 第 2 个 EF-hand 区 域 分 布 于 第 184 ~212 位 
氨基 酸 , 另外 在 第 1 个 EF-hand KRES Ca “结合 
位 点 (第 87 ~ 99 位 氨基 酸 )， 如 图 1 所 示 。 





1 100 200 

tr] 

——— 到 "1j 

= | 

| 
Name Begin End E-value 

EFh 78 106 3.17e - 04 
EFh 184 212 5. 75e +01 


图 1 预测 的 BdorMLC2 和 蛋白 的 EFh 结构 域 
Fig.1 Predicted EFh domain of BdorMLC2 


将 BdorMLC2 与 已 经 报 着 的 其 他 双 翅 目 昆 虫 的 
MLC2 和 蛋白 进行 了 同 源 性 比较 , 结果 表明 这 5 种 双 
$H HÆR MLO 的 序列 之 间 具 有 和 较 高 的 一 致 性 ， 特 
别 是 MLC2 蛋白 的 第 1 个 EF-hand 区 域 , 它 在 不 同 
昆虫 间 具 有 高 度 的 保守 性 ， 如 图 2 所 示 。 
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同时 本 研究 采用 Mega4. 1 软件 对 包括 桔 小 实 
蝇 在 内 的 14 种 昆虫 MLC2 的 氨基 酸 序列 构建 系统 
进化 树 (图 3), 结果 表明 , 来源 于 14 种 昆虫 的 
MLC2 £& F3 2g 3 个 大 类 。 不 同 目 昆虫 之 间 的 序列 
差异 性 较 大 ; 而 同一 目 昆 虫 之 间 的 差异 性 较 小 ,其 
中 BdorMLC2 与 同 是 双 翅 目的 实 蝇 科 昆虫 黑 腹 果 晶 
Drosophila melanogaster 的 MLC2 ( NP. 524586 ) 和 刺 
T8 Glossina morsitans 的 MLC2( ADD18730) 的 遗传 


距离 最 小 ， 而 与 同属 双 志 目的 蚊 科 昆虫 致 倦 库 蚊 
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Culex quinquefasciatus 的 MLC2 ( XP. 001867790) 、 埃 
A Btir Aedes aegypti 的 MLC2( XP. 001655578) 和 淡 
色 库 蚊 Culex pipiens pallens 的 MLC2 ( AAZ67334) 的 
遗传 距离 相对 较 远 。 男 有 序列 一 致 性 分 析 表 明 ， 
BdorMLC2 与 黑 腹 果 蝇 D. melanogaster MLC2 的 序 
列 一 致 性 最 高 ， 达 93. 2% ， 与 刺 舌 晶 G. morsitans 
MLC2 的 序列 一 致 性 次 之 , 为 89.6% ; tW dE 
金 小 蜂 Nasonia vitripennis MLC2 的 序列 一 致 性 最 低 , 
为 51.6% 。 
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Aedes aegypti 
EU Culxquinquefasciatus 
Culex pipiens pallens 
Bactrocera dorsalis 
Drosophila melanogaster 


Glossina morsitans 





DEN Aedes aegypti 
È W Culex quinquefasciatus 
'"/ Culex pipiens pallens 
iW Bactrocera dorsalis 
EN Drosophila melanogaster 
GEN Glossina morsitans 


'*" Aedes aegypti 
)p Culex quinquefasciatus 
pb Culex pipiens pallens 
HDE Bactrocera dorsalis 
Drosophila melanogaster 
Glossina morsitans 


1198 Aedes aegypti 
i i] ? Culex quinquefasciatus 
i 1 ? Culex pipiens pallens 
IDD Bactrocena dorsalis 
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OË Drosophila melanogaster 
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Aedes aegypti 
Culex quinquefasciatus 
Culex pipiens pallens 
AA Bactrocera dorsalis 
k Š Drosophila melanogaster 
AA Glossina morsitans 


2. BdorMLC2 与 其 他 双 翅 目 昆虫 MLC2 基因 的 氨基 酸 序列 比 对 
Fig.2 Amino acid sequence alignment of BdorMLC2 from Bactrocera dorsalis with the known MLC2 from other dipterans insects 
图 中 EF-hand 1 和 EF-hand 2 分 别 表示 两 个 EFh 结构 域 所 在 的 氨基 酸 序列 区 域 ; 星 号 表示 第 1 EF-hand 区 域 中 钙 离 子 的 结合 位 点 ; 三 角形 
表示 黑 腹 果 蜗 Drosophila melanogaster MLC2 和 蛋白 的 磷酸 化 位 点 。The amino acid regions of two EFh domains are marked with EF-hand 1 and EF- 
hand 2. Ca?^* binding sites of EF-hand 1 are marked with asterisks, and the phosphorylation sites of Drosophila melanogaster MLC2 are indicated with 


triangles. 


2.2 BdorMLC2 基因 表达 谱 分 析 

本 研究 以 模 小 实 晶 雄 虫 前 足 中 BdorMLC2 
mRNA 的 含量 作为 基准 含量 ， 对 桔 小 实 蝇 不 同 组织 
中 的 mRNA 含量 进行 分 析 , 结果 如 图 4, 由 图 可 知 
BdorMLC2 mRNA 在 桔 小 实 蝇 雄 虫 胸部 的 含量 最 高 ， 


忆 外 在 昆虫 的 前 足 、 中 足 \ 后 足 和 翅 中 也 有 较 高 的 表 
X; 而 在 触角 、 头 、 腹 节 \ 生 殖 节 中 的 含量 相对 较 低 。 
同时 ,BdorMLC2 mRNA 在 昆虫 的 胸 、 前 足 、 中 是 \ 后 
足 等 4 个 组 织 中 具有 明显 的 性 别 差 异 表达 特征 , 其 
中 雄 虫 胸部 表达 量 约 是 雌 虫 的 11 倍 , 雄 虫 前 足 和 后 
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图 3 昆虫 MLC2 系统 发 生 树 分 析 
Fig.3 Phylogenetic relationships of MLC2 families of insects 
足 中 的 表达 量 分 别 约 为 上 肉 虫 相应 部 位 的 2 倍 ; 而 在 也 
让 " 、 — 12 
雄 虫 中 足 中 的 表达 量 约 为 肉 虫 中 足 表达 量 的 0.5 gpr 
倍 。 同 时 , 为 研究 BdorMLC2 的 发 育 时 序 差异 , 本 SER 
研究 对 BdorMLC2 mRNA 表达 量 随 不 同 发 育 时 期 的 38 4 
变化 进行 了 分 析 , 结果 如 图 5 所 示 。 由 图 可 知 8E ^ 
BdorMLC2 mRNA 几乎 在 昆虫 发 育 的 各 个 时 期 都 有 ^ 
、 、 0 
表达 , 但 在 昆虫 发 育 的 早期 表达 量 均 较 低 , [HA BI JE CC "ES 
` Š " y zt HH Developmental stage 
到 老 熟 幼虫 发 育 过 程 中 其 表达 量 呈 逐渐 升 高 趋势 。 
di 图 5 不 同 发 育 时 期 BdorMLC2 mRNA 的 相对 含量 


幼虫 化 贤 后 4 d 内 表达 量 有 所 降低 , 但 在 7 HAIK 

中 的 表达 量 又 出 现 明 显 升 高 的 现象 ; 羽化 后 成 虫 

BdorMLC2 mRNA 的 表达 出 现 一 个 表达 量 高 峰 ， 雄 

成 虫 的 表达 量 高 于 雌 成 虫 , 约 是 表达 量 最 低 时 期 1 

日 龄 晴 的 108 fi. 
2 
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mRNA 相对 表达 量 
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TUR UH ODO 
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组 织 Tissues 
图 4 BdorMLC2 mRNA 在 不 同 组 织 中 的 相对 表达 量 
Fig.4 Relative level of the BdorMLC2 mRNA 
in different tissues 

图 中 数据 以 雄 虫 前 足 表 达 量 作为 基准 含量 Data is calibrated 
according to the mRNA level of male foreleg. 1: 触角 Antenna; 2: 3k 
(去 除 触 角 ) Head (antennae removed); 3: 胸 Thorax; 4: 前 足 Fore 
legs; 5; rH Æ Middle legs; 6: 后 足 Hind legs; 7; $8 Wings; 8: 腹 节 
Visceral segments; 9: 生殖 节 Genital segments. 


Fig.5 Development profile of BdorMLC2 mRNA expression 
图 中 数据 以 10 日 龄 师 中 的 含量 为 基准 量 Data is calibrated according 
to the mRNA level of Day-10 pupa. 1; B Egg; 2: 1 Bb Zr Let instar 
larva; 3; 2 龄 幼虫 2nd innstar larva; 4; 3 龄 幼虫 3rd instar larva; 5; 1 
日 龄 晴 Day-l pupa; 6: 4 日 龄 师 Day-4 pupa; 7: 7 日 龄 师 Day-7 
pupa; 8: 10 日 龄 师 Day-10 pupa; 9: 新 羽化 肉 虫 Newly-emerged 
female; 10; 新 羽化 雄 虫 Newly-emerged male. 


3 讨论 
3.1 村 小 实 蝇 MLC2 的 氨基 酸 序列 分 析 


本 人 研究 元 隆 了 档 小 实 蝇 MLC2 基因 的 全 长 序 
列 , 该 基因 编码 222 个 氨基 酸 , 预测 分 子 质 量 约 
23 kD, 等 电 点 为 4.51。 系 统 进化 树 表明 不 同 昆 忠 
的 MLC2 重 昌 具 有 一 定 的 进化 性 , 同属 双 让 目的 蚁 
科 与 实 蝇 科 昆虫 之 间 就 具有 一 定 的 遗传 距离 ,被 分 
到 两 个 不 同 的 亚 类 中 , 这 是 目 然 进 化 的 结 采 。 同 源 
性 分 析 表 明 MLC2 在 不 同 昆 虫 间 具有 高 度 保守 的 结 
构 域 , 如 在 MLC2 的 氨基 酸 序 列 比 对 中 , 第 78 ~ 
106 位 的 氨基 酸 ( 图 2) 在 比 对 的 昆虫 中 具有 很 高 的 
保守 性 , 这 段 区 域 属于 预测 的 村 小 实 蝇 MLC2 EA 
的 第 一 个 EFh 结构 域 ; 特别 是 致 倦 库 蚊 与 淡色 库 败 
的 氨基 酸 序列 高 度 保 守 , 二 者 仅 在 第 170 位 的 氨基 
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酸 处 发 生 了 氨基 酸 的 蔡 换 , 而 旦 蔡 换 的 氨基 酸性 质 
相似 ( Asp 和 Glu) , 都 为 酸性 氨基 酸 。 
3.2 村 小 实 蝇 MLC2 的 结构 域 及 磷酸 化 位 点 预测 

Ca^ 结合 位 点 是 MLO 蛋白 家 族 的 一 个 重要 功 
能 区 域 , 位 于 重 链 颈 部 的 MLC2 与 Ca “结合 后 激活 
MLC2 的 ATP 酶 活性 , 水 解 ATP 后 提供 肌肉 运动 能 
量 (Cha et al., 2004)。 华 卫 建 等 (2008 ) L$ T Di 
WE Scolopendra subspinipes mutilans., Z& 4x Bombyx 
mori Wf 3&3& Bombyx mandarina YR tà, FEE. C. pipiens 
pallens MLC-2 BS 25 $4 E RD REE, ALIA 3 种 
MLC2 都 含有 2 ~3 EF-hand 结合 位 点 , 但 仅 在 第 
1 个 EF-hand 中 保留 了 Ca “结合 位 点 。 本 研究 对 桔 
小 实 蝇 MLC2 蛋白 进行 了 Ca “结合 位 点 分 析 , 结 
与 华 卫 建 等 (2008 ) 研究 结果 一 致 , 其 Ca “结合 位 
点 也 仅 存 在 于 第 1 个 EF-hand 区 域 中 , 说 明 MLC2 
蛋白 具有 保守 的 结合 Ca“ 的 功能 , 也 进一步 体现 了 
MLC2 和 蛋白 在 进化 上 的 保守 性 (Goodson and 
Dawson, 2006) 。Dickinson 等 (1997 ) WA R HH IR ie 
MLC2 中 第 66 和 67 位 丝氨酸 残 基 Ser HJ VERA TUUS 
MLC2 ATPase 的 活性 有 重要 影响 ,野生 型 采 蝇 中 
MLC2 的 ATPase 活性 为 突变 体 果 蝇 ( 突 变 体 中 
MLC2 HERRER) PKI 2 ~3 w, 且 突 变 体 果 
蝇 失 去 了 飞行 能 力 , 说 明 ATPase 差 寞 与 昆虫 的 飞 
行 功能 密切 相关 。 本 研究 氨基 酸 序 列 同 源 性 分 析 
(图 2) 发 现 6 PAGH H ÆRA MLC2 和 蛋白 中 都 保持 
了 对 应 位 点 的 丝氨酸 残 基 Ser， 由 此 推测 村 小 实 晶 
MLC2 和 蛋 日 的 第 65 和 66 位 丝氨酸 残 基 Ser 可 能 为 
其 磷酸 化 位 点 ,它们 的 磷酸 化 将 与 柯 小 实 晶 MLC2 
ATPase 的 活性 及 其 飞行 功能 紧密 相关 ,这 将 为 利 
用 妥 基 酸 定点 突变 技术 研究 重 日 的 结构 和 功能 关系 
提供 理论 依据 。 
3.3 Whit MLC2 的 表达 谱 分 析 

Cha 4& (2004) P Nr T ZR Jr ES hk Gryllotalpa 
orientalis Burmeister MLC2 基因 在 脂肪 体 、 中 肠 、 肌 
肉 、 表 皮 等 组 织 中 的 表达 情况 , 结果 发 现 MLC2 基 
因 仅 在 肌肉 中 表达 。 黑 腹 果 蝇 MLC2 基因 在 成 虫 的 
胸部 肌肉 中 有 较 高 的 表达 (Toffenetti et al., 1987) 。 
本 研究 发 现在 桔 小 实 蝇 胸 . 足 `\ 翅 等 3 个 与 昆虫 飞行 
24817 15 2 25 UI TH2S BJ 2H 2H H, BdorMLC2 mRNA 
的 表达 量 明 显 高 于 其 他 组 织 。 同 时 ，BdorMLC2 
mRNA 在 雄 虫 胸部 的 表达 量 远 大 于 雌 虫 胸部 的 表达 
E, 这 种 雌雄 表达 差异 现象 尚未 见 其 他 报道 , 这 是 
否 与 桔 小 实 蝇 交 配 活 动 中 雄 虫 的 特有 生理 行为 相 
关 ,， 尚 有 待 于 进一步 的 研究 。 


在 MLC2 基因 的 发 育 性 表达 人 研究 中 ，Toffenetti 
等 (1987) 应 用 Northern 杂交 的 方法 表明 黑 腹 采 蝇 
D. melanogaster MLC2 基因 在 卵 发 育 晚期 开始 表达 ， 
在 肾 期 有 较 高 的 表达 量 。 本 人 研究 发 现 桂 小 实 蝇 从 卵 
到 老 熟 幼虫 发 育 过 程 中 ，BdorMLC2 mRNA 表达 量 
逐渐 升 高 ,可 能 与 2 龄 和 3 龄 幼虫 活动 能 力 相 对 增 
强 有 关 。 在 肾 的 发 育 过 程 中 , BdorMLC2 mRNA 在 1 
日 龄 肾 中 的 表达 量 最 低 , 而 7 日 龄 晴 中 表达 量 最 
高 ， 这 可 能 与 在 晴 的 发 育 过 程 中 肌肉 组 织 的 重 构 有 
Ko PAE MEERE HJ BdorMLCZ mRNA 表达 量 显 
车 升 高 ,推测 可 能 与 桔 小 实 晶 羽 化 后 成 虫 飞行 能 力 
的 需求 有 关 。 

Tohtong 等 (1997) 表明 在 肌肉 细胞 中 ,MLC2 参 
与 肌 丝 收缩 运动 ; 在 非 肌肉 细胞 中 ，MLC2 参与 其 
他 多 种 代谢 活动 过 程 , 例如 细胞 分 裂 、 细 胞 形变 、 细 
胞 器 运动 等 。 除 此 之 外 , 已 研究 表明 淡色 库 蚊 对 省 
氨 菊 酯 的 抗 药 性 也 跟 MLO 的 高 表达 有 关 ( 钱 理 等 ， 
2006) , 那么 MLC2 是 否 还 具有 其 他 一 些 生 理 功能 
有 待 于 我 们 进一步 地 研究 。 

本 研究 克隆 了 桔 小 实则 MLC2 基因 , 解析 了 该 
基因 的 结构 特点 ， 并 对 其 在 不 同 组 织 和 不 同 发 育 时 
期 的 差异 表达 进行 了 分 析 , 为 研究 MLC2 BS ST fb 
机 制 和 探讨 村 小 实 蝇 飞行 的 分 子 机 制 提供 参考 。 
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